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Producao, por leveduras, de proteinases asparticas 
de origem vegetahcom actividade proteolitica e de 
coagula^ao de leite de ovelha, vaca e cabra dentre outros. 
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RESUMO {max. 150 palavras) (5?) 

Esta invent;ao e valida para as enzimas recombinantes produzidas por leveduras transformadas 
com genes codificantes para proteinases acido asparticas de origem vegetal. 

Estas proteinases apresentam elevada actividade coagulante do leite de ovelha, vaca e cabra. 
Podem ser produzidas em larga escala por cultura, das leveduras transformadas em meio liquido. Sao 
secretadas para o meio de cultura e podem ser fornecidas sob a forma liquida ou liofilizada. 

A actividade destas enzimas e semelhante a da quimosina (enzima de origem animal) utilisada na 
producao de queijo a m'vel industrial. 

As proteinases asparticas recombinantes diferem da quimisina na clivagem das caseinas. 

As enzimas vegetais recombinantes clivam a cu(3 e k caseinas. A quimosina cliva apenas a k 
caseina. 

Esta capacidade das proteinases asparticas de origem vegetal, recombinantes, clivarem a a, p e 
a k caseinas e responsavel pelo sabor, aroma e textura especiais dos queijos produzidos. 
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DESCRICAO 




\1 

Producao, pur leveduras, de proteinases asparticas de origem vegetal, cum 
actividade proteolitica e de coagula<;ao de leite de ovelha, vaca e cabra dentre outros. 

Introducao 

A ulilizacao de sistemas de expressao em leveduras tern consiituido um meio de 
producao em larga escala de compostos de natureza diversa. sempre que esteja em jogo a 
producao industrial. No que se re fere a produyao de proteinases asparticas de origem 
vegetal com aplicacao industrial nao ha noti'cia sobre a sua expressao em leveduras. 
tendo em vista a sua producao para utiliza^ao a nivel industrial . 

O objecto da patente de inven^ao. que adiante se descreve. diz respeito a 
Construqrao de plasmideos. transforma^ao de estirpes de leveduras e producao de 
proteinases acido asparticas de origem vegetal. 

Constru^ao de Plasmideos, Transforma<;ao de Estirpes de Leveduras e 
Producao de Proteinases de Origem Vegetal 

A introdugao do gene CYPROl 1 codificante para uma proteinase de origem vegetal, 
constituiu o modelo de experimentafao para controlo da expressao, em leveduras. de 
enzimas acido asparticas de origem vegetal . 

Foram consiruidos dois vectores de expressao Escherichia coli - levedura , 
utilisando um plasmideo multicopia do tipo 2|li e um plasmideo centromerico de baixo 
numero de copias . O gene de selec^ao utilizado foi o da deficiencia em leucina (LEU2). 
A cassette de expressao continha o promotor GAL7 e quatro diferentes sequencias 
"leader" a montante do gene heterologo. A paragem da transcricao do gene heterologo e 
realizada pelo terminador PGK1 . 

Dentre as diferentes sequencias "leader" testadas (a prosequencia nativa, a 
preSUC2-proCYPR01 K a preMFa-proC YPRO 1 1 e a preproMFa) concluimos que a 
preMFa-proCYPROl 1 foi a melhor sequencia leader para a producao de proteinases 
acido-asparticas de origem vegetal, quer sejam as cyprosinas correspondentes as proteinas 



modcio de origem vegetal, codificadas pelo gene CYPROl 1. qucr outras proteinases a 



rllo 



asparticas de origem vegetal com intercsse comercial. 

A pre-sequencia da levedura MF-a e suficiente para promover a secrccao da 
proteinase acido aspartica para o meio de cultura. nao sendo necessaria a utilizacao da 
pro-sequencia do gene. A pro-sequencia nativa foi mdispensavel a producao da 
proleina acti\ a. 

A utilizacao de plasmi'deos centromericos de baixo numero de copias permitiu 
melhores resultados do que os plasmi'deos multicopia do tipo 2ja. 

Foram testadas diferentes estirpes de leveduras . dentre as quais as cstirpes de 
Saccharomrces ccrcviscae BJ1991 (MATa lcu2 irpl ura3-52 prbl-1 122 pcp4-3). BJ2168 
(MATa lcu2 irpl ura3-52 pre 1-407 prbl-1 122 pep4-3), MT302/lc=a (arg5-6 lcu2-12 
his3-ll his3-I5 pcp4-3 ac/cJ). \V303-la (MATa/n/2-j, 1 12 uru 3-1 irpl-1 Jiis3-1L15 
ude2-l can! -100 GAL SUC2). 

Estas estirpes foram mantidas em placas de agar YPD contendo extracto de 
levedura 1%. bacto-peptona. 2%. glucose 2%, e agar 1.5%. 

As leveduras transformadas foram crescidas em meio SD (0.67% "yeast nitrogen 
base without aminoaeidsA DIFCO). 2% (w/v) glucose), suplementado com os aminoacidos 
apropriados as necessidades auxotroficas de cada uma das estirpes . a excep^ao da leucina. 
As culturas foram recolhidas e la\adas uma vez em agua destilada esteril. As celulas foram 
ressuspendidas em meio YPGal ( extracto de levedura 1%, bacto-peptona 2%. galactose 
4%) e utilisadas para inocular o mesmo meio numa densidade de A 600 = 0.2. As culturas 
foram incubadas nas mesmas condiqroes de cultura ate atingirem densidades A 6 oo = 2,6 ou 
10. 

Das estirpes de leveduras testadas. a estirpe protease deficiente BJ199L foi a que 
produziu e secretou para o meio de cultura. maiores quantidades de proteinase acido 
aspartica com elevada actividade proteolitica e de coagula^ao do leite. A seereeao das 
enzimas proteoliticas foi, no entanto. dependente do crescimento da cultura. A proteinase 
recombinante com actividades proteolitica e coagulante maximas foi obtida na fase 
estacionaria do crescimento em meio YPGal (A 6 oo =10). Na fase exponencial (A 6 no = 2). 
as celulas das leveduras secretaram uma proteinase recombinante inactiva com elevado 
peso molecular, considerada a forma nao processada da proteinase em que uma regiao 
especifica dos genes de proteinases acido asparticas de origem vegetal denominada, inserto 
especifico da planta nao tinha sido removido. 





A sub-unidade maior das proteinases rccombinantes secretadas pelas ieveduii 



glicosilada no unico local possi'vel de glieosilacao e contem elevado niimcro de eadeias de 
glicano tipo manose. 

Preparacao de anticorpos policlonais 

() cxtracto proteico total utilisado para producao de anticorpos policlonais contra a 
proteinase acido aspartica de origem vegetal com elevada actividade protcolitica e 
coagulants ibi obtido a partir de flores secas de Cynara cardimculus por maceracao em 
almofariz em azoto liquido e extra^ao com 50 m\l de tampao TrisHCl a pH 8.3 
(Heimgartner et aL. 1990). As proteinas foram fraccionadas em 12% SDS-PAGE, 
utilizando 100 ug de extracto de proteina total por poco. O gel foi corado com uma 
solucao de Azul Comassie 0.02% em agua destilada. As bandas corrcspondentes a sub- 
unidade maior da enzima vegetal (31-32.5kDa no gel de SDS-PAGE) foram isoladas e o 
conteudo de cada poco foi enviado para EUROGENTEC (Belgica) para producao dos 



Isolamento da Proteinase Vegetal e Analisc por Western Blotting 

O isolamento da proteinase vegetal recombinante a partir dos extractos celulares 
foi efectuada utilisando 30ml de celulas de leveduras crescidas ate valores de densidade 
A fl00 = 2. 6 ou 10. Apos recolha, as celulas foram lavadas com agua destilada, 
ressuspendidas em 500 j.il de tampao e rebentadas por agitagao com esferas de vidro. 

O isolamento da proteinase recombinante do meio de cultura foi efectuada apos 
recolha do meio e concentra?ao. cerca de 10X, por ultracentriguga9§o. 

A concentra^ao da proteinase foi determinada utilisando o Kit de analise de 
proteinas da Bio-Rad , seguindo as instrucoes dos fornecedores. 50 |_tg de extracto proteico 
total de celulas de leveduras ou 1.125 g de meio de cultura concentrado, foram 
analisados em SDS-PAGE 12%. As proteinas foram transferidas para uma membrana de 
nitrocellulose (Bio-Rad) utilisando um equipamento de electroforese Trans-Blot SD Semv- 
Dry Electrophoretic Transfer Cell (Bio-Rad), de acordo com as instrucoes dos 
fornecedores. A detec^ao das proteinas foi efectuada utilisando o anticorpo policlonal 
CCMP1 preparado de acordo com o descrito na seccao anterior e o Kit de Western Blotting 
BMChemiluminescence Western blotting da Boeringer Mannheim, de acordo com as 
instrucoes do fabricante. 



anticorpos. 



\\ 

Os rcsultados obtidos mosiraram que as leveduras transformadas produ/ens ^ 

V 

proteinase aspartica de origem vegetal e que a forma inactiva se encontra nas celulas na 
lase exponencial de crescimento. enquanto que a forma activa e secretada para o meio de 
eultura. Esta particularidade e determinante para a obten^ao de bons rendimentos na 
extrac^ao e purifica^ao de proteinases acido asparticas de origem vegetal produzidas por 
leveduras. 



Analise das Actividadcs Proteolitica e Coagulante da Enzima Rccomhinante 
de Origem Vegetal 

A analise da actividade proteolitica foi efectuada seguindo o metodo de Twinning 
( 1984) modificado. A preparacao da caseina marcada com isotiocianato (caseina-FTC ) foi 
efectuada de acordo com as instru^oes do autor. A mistura de reac^ao continha 30 pi de 
tampao citrato de sodio 0.2M. pH 5.1, 20 1 de caseina FTC e 20pl de solu^ao de enzima (3 
ug/ li I no caso do extracto proteico total das celulas de levedura e 150 ng/pl no case da 
proteina total do meio de eultura concentrado). Foram efectuados dois ensaios controlo 
substituindo a solugao enzimatica pelo tampao de reac^ao. As amostras foram incubadas a 
37 °C durante 30 min. A reac?ao foi parada por adiq:ao de 120 pi de acido tricloroacetico 
(TCA) 5% . a excep^ao de urn dos controlos em que foi adicionada a mesma quantidade de 
tampao Tris HCL pH 8.0, 0.5M (controlo positivo). As amostras foram centrifugadas e, 
lima aliquota 150 pi da frac^ao sobrenadante foi diluida para 3ml com tampao Tris HC1 
0.5M. pH 8.5. O controlo (sem enzima) em que a reacfao foi parada com uma solu^ao de 
TCA. foi utilisado para determinar a forma^ao de compostos fluorescentes soluveis em 
TCA. sem interven^ao da enzima. A fluorescencia relativa das amostras foi determinada 
utilisando comprimentos de onda de excitacao de 490nm e de emissao de 525nm. de urn 
espectrofluon'metro Shimadzu RF-1501 (Shiniadzu Corporation, Kyoto, Japan). A % de 
fluorescencia relativa (%RF) foi calculada subtraindo os valores do controlo negativo aos 
valores e considerando os valores do controlo positivo. como 100% de RF. Para a analise 
estatistica dos rcsultados. cada amostra possuia tres replicas e foram efectuadas tres 
determinates independentes. Os dados obtidos foram analisados utilisando o teste 
Student's / ( cc= 0.05). A actividade proteolitica maxima, obtida para a melhor combina^ao 
/ estirpe de levedura. foi de 15% RF/p de proteina. Este valor refere-se a conduces de 
eultura standard, podendo ser aumentando em condiepdes optimisadas para fins industriais 



4* 



c utilisando cstirpcs Sec- ou scja cslirpcs scleccionadas cm termos dc capacidade mi^ 
para a sccrccao da proteinase recombinante para o mcio de cultura. 



na 



Dctcrminavao da Actividade coagulantc 

A determinacao da actividade eoaculante foi efectuada em lubos de ensaio. 
utilisando meio de cultura nao concentrado. de acordo com o metodo seguinte: 10 ml de 
meio de cultura de celulas de Ievedura YPGal transfonnadas, foram adicionados a 3ml 
12% de leite desnatado (Bacto-Difco) e 100 ml mM CaCl i. O pH do meio de cultura das 
culturas crescidas quer para A 600 = 6.0 ou 10.0 foi aproximadamcnte de 5.0. Para o das 
culturas crescidas para A 600 = 2.0 o pH do meio de culturas foi ajustado para 5.0 
utilisando HCL As amostras foram mantidas a 37 °C ate o aparecimento da coagula9ao. A 
coagulac^ao foi evidente. 



Lisboa, 09 de Junho de 2000 





Produ ? ao, por leveduras, de proteinases asparticas de origem vegetal, com 
actividade proteoli'tica e de coagulacao de leite de ovelha, vaca e cabra dentre outros. 



REIVINDICACOES 



V Culturas de leveduras transformadas, caracterizadas por conterem genes codificantes de 
proteinases acido asparticas e produzirem proteinases acido asparticas de origem vegetal 
secretadas sob a forma activa, para o meio de cultura. que podem ser extraidas do meio de 
cultura e purificadas e ser fornecidas sob a forma 1,'quida ou liof.lisada para utilizacao, a 
m'vel caseiro e industrial como enzimas de coagulacao do leite. 

2 a As culturas de leveduras transformadas descritas na reivindicacao 1, caracterizadas pela 
integracao estavel de genes codificantes de proteinases asparticas de origem vegetal. 

3 a As culturas de leveduras transformadas, descritas nas reivindicacoes 1 e 2 
caracterizadas pela capacidade de produzir proteinases acido asparticas, confirmada pela 
utilizacao de anticorpos produzidos contra proteinases acido asparticas do cardo e com 
actividade coagulante, confirmada por ensaios de coagulacao do leite. 



1 



4 a As culturas de leveduras transformadas, descritas nas reivindicacoes 1, 2 e 3, 
caracterizadas pela capacidade de secretar as proteinases acido asparticas recombinantes 
para o meio de cultura. 

5 a As culturas de leveduras transformadas, descritas nas reivindicafoes 1, 2, 3 e 4, 
caracterizadas pela capacidade de produzir proteinases acido asparticas recombinantes, 
capazes de coagular eflcazmente, Ieite de diferentes origens, em especial de ovelha, vaca e 
cabra. 

6 a As culturas de leveduras transformadas, descritas nas revindicates 1, 2, 3, 4 e 5, 
caracterizadas pela capacidade de produzir proteinases acido asparticas que clivam as a , (3 
e k caseinas de leites de diferentes origens. 

T As culturas de leveduras transformadas, descritas nas rei vindicates I, 2, 3, 4, 5, e 6 , 
caracterizadas por produzirem proteinases acido asparticas recombinantes, incluindo as 
designadas ciprosinas ou cardosinas, capazes de conferir ao queijo , sabor, aroma e tipo de 
pasta particulares. 
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